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ん⑥ 、た他の生扮解プラスチックと比絞して、ガラス転移点が高い、引弼 鍍 が高いといった点で成碓i姓}こ優れ
ており、また従来の石油化学合成樹脂と比絞しても引けを取らない陵性を有している(恥】e1)。そのため、HA
は自然翻 生プラスチックの中でも近年特に注目されており、トヨタによる自動車部聯 朔、ソニ
rのMD製 纈 オ、ゴミ袋 台所での水切り袋 食品包装容器資材などの様iな々用途}こ対ナる製蹴 発お
よび生産販i趨ミ進んでいる。2002年より米国カー ギル・ダウポリマ』社では年間14万トン生産する大規模なポ
リ馴酸プラントが稼動しており、今後ポリ撃贋卿 低綿 こよる普及が期待されてい盗 ところがこの様なポ
リ乳酸製畢の普及の一方で、自然界におけるポリ乳酸:ρ分照 コ緩慢であり、±壌#に哩没した揚創コま年単位の
時間を必要とすることが問題となっO・乱
→拠こ生購 牲プラスチックは、環麟 の水と微生物 ワ分泌する酵熱こより、微生物捌縮 よ単位まで高
分子結合が凱断され(第一毅陶 、微生物に取り込まれて炭襲ガスと水に分解される(第二段鞠。すなわち生分
解性プラスチックの分解速虜オ第一 こよる分鰯 輔 こなると考えられる。ポリヒドロ
キシブチレート並㎝こポリカプロラクトンなどの生分窮牲 プラスチックにα ・ては、分解菌 分解酵素 酵素遺
伝子にづいて多くの研究 う§なされてきたが、ポリ珊 の微生物分照 こ関する研究ま少なく、コンポストにおける




るために、19田年よりポ呼 晒紛 解菌およひポリ乳駿旛 酵素の研究を行ってきた,本研究室の中械ま菖城県
内300箇所からのスクリー ニン頻 こより、!㎞幟 瞬 甲.と同定したポリ乳酸分解菌K104-1株を取得した
G触31。さらに∠㎞融 鱒 甲K104-1株の判 ヒポリ孚晒勲 培養上清より、ポリ顎 一
に世界で初めて成功し(Figs)、その諸性質を明ら魁こした(距b引e⑳★。 本博±学位論文ではmO4-1株から
精製されたポリ乳酸頒 酵素の解析と応用研究をさらに進めるために、1)ポリ孚1酸分鯖酵素の遺伝子クロー ニ
ンクおよびその解析、2)5卸 加1隅 砺 伽1326株をホス トとした発現系の構築およびリコンビナントタ
ンパク質の精製、さらにシ勿 フLペプチドのプロセシンク機構を解明した また、:本酵蒋まポリ乳酸頒1酵素で
ある一ラ妖 カゼイン分鯛 舌陛を有しO・ることが明らかとなっn・る(lhbk}紛。 本酵素による様iな々基質 こ対
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基、推定分子量2ら225のタンパク質をコー ドする71曲pからなる㎡ を見出した(晦 ③。また(㎡のqc%は
69.47%で、放練闘寺有である高 ・GC%を示してレ、た。角礁 本 αゴがポ野 酸 旛 酵素趨云子をコード
しており、精襲鋒素のNl糊および内部酉洌 を含み(F壇G下線部 、精製した酵素では椎定開始メチオニンから
35アミノ酸鐘 吹 失しn・る事が明らかとなった。更に、塩基配　肋・ら予測した精製酵素の推定分子量
⑳,鰻 、棚 一蝕 ㎝ ㈱ 戦 し樋 剛 力轍 し繍 轍 め、㎜1㎜ ・螂
で精製獺 量を測定した その詰果 精製鮒 ま20,904であることが判朋 し(Eig.の、また塩基
配列および准定したアミノ醐 酬ゆ正確性も確認された』アミノ酸レ9一 課から、本酵蒋よ真
核生物のトリプリンファミリー の属するセリンプロテア」ゼ を約30%の桂積牲を有Uま たセリンプロテアーゼ
活性申心残基であるH玲A釦,Serが本酵素にも保存されていることを見出した(F培81。
第2章 ρ1ゴ遺伝子発現系の構築 と組換えPLDの精製お よび成熟型PLDの生成機構の解明
加 購 細 甲K104-1株によるポリ乳酸齢 露 ま100μg/5Lと少なく、不十分であった』本酵
素の更なる解析を行い、工業的 ご利用するためには高発現系の構獺 泌須 であ乱 ところが大腸菌蔭発現させた
場合、IHGによる誘導とともに溶菌し、タンパク質の罹製}=遜灘であった。そこで鋤 舳!脚 掘 伽1326
株をホス トとして用いることで高発現系の構築を試みた、ベクタ→ ま5珈 伽1隅 と大腸菌とのシャトルベク
タrpUC702を用し＼YEME培地でチオストレプトンを選択マ」「カーとして用い島CM・5PW、P螂・5PW
カラムクロマ トグラフィー による精製過窪宏経て、2リットルの培養液から約650μ9の組換えPLD(rPLDを
得ることに成功し島 これは沈η幽 鱒 叩.K104・1株の培養上清からの精製量よりも約16倍に相当する収
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本酵蒋まポリ顎 紛 解酵素でありながらカゼイン分鯛舌性を有しており 伽bk}3)、セリンプロテアLゼ活性
中L功i裸存されている(F塩a。ポリ乳酸り昧鰯 こセリンプロテア」ゼ活性中心が関与しているかを調べるた
め、活性中己残基をA】aに置換したH74A、D皿A、S195Aをそれぞれ作製し活性を測定した』その課 こ
れらのm励tPLDは プロテアーゼ活性とポリi一 ζ失っていたことから、ポリ糊 昧分解
活性にはセリンプロテア」ゼ 活性中・Lが関与しη 、る事が強く示唆された,;本酵素の合成 聖質に対する特異性を




がら、エラスター ゼに糊 麟 『であるエラスタチナ」「ル窃よ:PH)は全く阻害されなカリた 働 】e成以
上のような墓質特異性郁壁 剤 ζ対す窃影響噛 輯 よPLDをトリフシンファミリー に属するプロテアLゼと





次にP:LD応用の目的である不溶性i高分子ポリ乳醐 ζ対する分解 舌性について検討した 分子量22万の不落牲
ポリ乳醐 こ対してPLDを1乍用させると徐々に分解されて可溶牲となる。またこの肩聡牲画分から乳酸う験出さ
れた』『このことからPLDは不溶性ポリ乳酸に対しで乍用し、糊 こ馴酸にまで分解する活性を有す:ることが




















原 著 論 文.
MatsudaE.,AbeN,,KanekoJ.andKamioY.Cloningandexpressionofthepoly(L-lactic
acid)depolymerasegene(ρ1のandcharacterizationoftherecombinantPLD.
∫ βaoεθrゴ〇二(投 稿 中)
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rbs,〃 κF6κFゲ ∠ ∠ バ 濯3r刃 ∠"ソ ソ6∠
2㎜T(鵬CG6T㏄G㏄㏄G㎜CAGCA㎜備 ㏄㈱ ㎜ τα玖TCA丁CG6T㈱A6C晶CG㏄繍i轍 τGG6CGG㎜GCTGπCGT
66ρ4'4/4〃51'ρ0,40ρ5'1置6GS爬ATSGP脚AARLFV






2姻C働GAT㈱TGCCA6TCGCGGTACC丁㎝ 論 百醜GGTG㈱ τ㎝CTCGAτCAGCTGCA鰍CTAC^CC㈱66CGT鵬GT6TGCGCG晶C
El国COSRYLKVATVRV髄SISCSDY丁GGVAVCA困
2500CGCG1℃AACGGCATCACC6CCGGC6GC〔…A TC G GGCCC住A●「GTTCGCτ「 CGGCCGCCAGG丁CGGCGTC6CGTCGA㏄AGCGACCGGGTGAACAACA
RVNGITAGGDSGGPNFASGROVGVASTSDRVNNT











































































































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
微生物 によ り分解 可能で ある生 分解性 プ ラスチ ックは,こ れ までに様 々なものが作 られ てい るが,
そ の中で もポ リ乳酸 は優れ た物 性等 の理 由に よ り,将 来 の大 量:生産お よび大量消 費が予 想 され てい
る。 しか しそ の土壌 中での分解 には年単位の時間 が必要 であ り,問 題 とな ってい る。 この よ うな背景
か ら本 研究 室で はポ リ乳酸分解 菌 の分子 生物学 的育種 を 目的 と して,ポ リ乳酸分解 菌 んηyco伽op∫'∫
sp。K104-1株をス ク リーニ ング し,世 界 で初 めてポ リ乳酸分解 酵素(PLD)の 精 製 に成 功 し,酵 素 の
諸性 質について報告 してい る。
本博 士論文 は更 な るPLDの 解析 と応用研 究 を進 め るこ とを 目的 として,PLD遺 伝 子の解析,組 換
えPLD(rPLD)の発 現お よび成熟型PLDの 生成機構,さ らにPLDに よるポ リ乳酸 の分解機構 につい
て研 究 を行 ってい る。
最初 にPLD遺 伝 子の ク ローニ ングを行い,塩 基配列お よびア ミノ酸配列 を行 ってい る。決定 した配
列 か ら予想 され る分子量 は,MALDI-TOF-MSを用 いた実測値 と完 全 に一致 してお り,決 定 した塩基
配 列お よびア ミノ酸 配列 の正確 さを証 明 した。精製酵 素は609bp,203アミノ酸 残基 か らな る分 子量
20,904のタンパ ク質で あるこ とを決定 した。
次 に,ク ロー ン化 した遺伝 子 が確 か にPLD遺 伝 子 であ る とい うこ との証 明 と,高 発現 系 の構 築
を 目的 としてPLDの5∫zερ∫o配ycε5Z朗面η3を用 い た発 現 系 の構 築 を行 っ てい る。 得 られ たrPLDは
んηycoZo∫op∫∫ s .K104-1株か らの精製 よ りも収量が18倍 に増加 し,そ の比活性や諸 性質 も一致 してい
た。 この ことか ら,3」醒ぬη∫を宿主 とした場合 で も正確 な タンパ ク質の折 りたたみ が行 われ ている こ
とを示 した。またrPLDの精製過程 におい てPLD前 駆体 を見 出 し,成熟 型PLDの 生成機構 を解 明 し,
さらにrPLDは成 熟型 になって初 めて活性 を持つ事 を,プ ロテ アー ゼザイ モ グラフィー を用い た解析
に よ り証明 してい る。
またPLDは プ ロテアーゼ活性 を有 してい るこ とか ら,rPLDのプ ロテアーゼ としての性 質 を解析 し
てい る。合成基質 を用いた解析,X線 結晶構造解析 が終了 してい る既知 のプ ロテアーゼ とのア ミノ酸
レベ ルでのホモ ロジー検索,お よび阻害剤 に対す る影響 な どか ら,PLDはエ ラス ターゼ様 の基質特 異
性 を もってい るが,活 性 中心に関わ るア ミノ酸 の違いな どか ら,新 規 のプ ロデアーゼで あるこ とを示
唆 してい る。またPLDに 保存 され ているプ ロテアーゼ活性 中心残基 がポ リ乳酸分解活性 にも関与 して
いる事 を,部 位 特異的変異 タンパ ク質 を作製 して証明 した。
最後 にPLDの 本 来 の基 質で あるポ リ乳酸 の分解機構 について解析 を行 ってい る。PLDの水溶 性 の
分解 産物には乳酸だ けでな く乳酸2量 体 が存在す るこ とをIH-NMRの構造決定 によ り証 明 した。 した
がって,PLDは ポ リ乳酸 をエ ン ド型酵素 として作用 し,高 分子 ポ リ乳酸 を最終的に乳酸 にまで分解す
る事を示 した。ポ リ乳酸 分解酵素の分解機構について明 らかに した知見は,こ れが初 めてであ る。
以上 のよ うに本研究 はPLDの 遺伝 子発現 か ら,成 熟型PLDの 生成お よびポ リ乳酸 の分解 に至 る一
連 の機構 を解 明 した もので あ り,審 査員一 同は本研 究者に博士(農 学)の 学位 を授 与す るのに値す る
もの と認定 した。
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